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VEGF Vascular endothelial cell growth factor 血管内皮細胞増殖因子 
MDI Multiple Daily Injection   頻回注射療法 
CSII Continuous Subcutaneous Insulin Infusion 持続皮下インスリン注入療法 
QOL Quality of life      
DDS Drug Delivery System    ドラッグデリバリーシステム 
PBS Phosphate-buffered saline   リン酸緩衝液 
PBST PBS with 0.3% Triton-X100 
STZ Streptozotocin    ストレプトゾトシン 
ERG Electroretinogram    網膜電図 
RT-PCR Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 
逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 




第 1章 はじめに 
 














































































外部（強膜側）の網膜色素上皮で構成され、組織学的には 10層に分類される（図 2）。 















2．3．1． 概要  
 糖尿病網膜症には 3段階あり、以下で説明する。 

































































































インスリンの投与療法として、頻回インスリン療法（Multiple Daily Injections： 






























2．4．2． ポンプ式注入デバイス  









 MDI、CSII による血糖コントロールは従来のインスリン療法と比較して HbA1c（グ
リコヘモグロビン：糖尿病の指標）の改善や合併症リスクの抑制に有効であることが





 日本では、持続血糖モニター（CGM：Continuous Glucose Monitoring）を使用し、
皮下間質液の糖濃度を随時測定、インスリンポンプにデータを送信することで随時血




































ートを使用している。ポリエチレングリコール鎖の長さが 14の PEGDM（Polyethylene 
glycol dimethacrylate）と長さが 3の TEGDM（Triethyleneglycol dimethacrylate）






5800 のペプチドホルモンであり、分子量 1000 以下に対応した PEGDM/TEGDM 組成では
対応が難しいと考えられたため、中分子に対応した新規の PEGDMポリマー組成の検討
が必要である。本研究では、PEGDM ポリマーネットワークの中分子拡散を促進するた
めに、PEGDM を水で希釈して PEGDM 濃度を下げた PEGDM/Water ペレットを検討した。























ペレットは、水で希釈した PEGDMポリマーにインスリンを 100 mg/mL で混合して紫外
線照射で硬化したペレットである。インスリンの放出性とペレットの硬化性を両立す
る条件として 20% PEGDM/80% water（以下 P20と略す）の組成を用いた。リザーバー
は底面に孔（直径 0.5 ㎜）を有しており、孔密度に応じてインスリン放出速度が制御
できる。本研究ではラットの血糖値コントロールに必要なインスリン放出（2.75 
Unit/per day）が可能な孔数として 21を選択した。デバイスの寸法は、直径 14  mm















その後 80 ℃のオーブンで 3時間かけ熱硬化させ、カプセルの形状を転写した。
この転写物を鋳型とする。 
3. 手順2で得た鋳型をプラズマクリーナー（ヤマト科学、Plasma Modifier PM100）
を用いてプラズマ処理した。プラズマは酸素ガス流量 100 mg/min で 5 分間行
った。 
4. プラズマ処理をした鋳型を素早くシランコーティングした。シランは 1H，
1H，2H，2H-Perfluorooctyltrichlorosilane， 97% (Alfa Aesar）を用いた。
プラズマ処理後の鋳型を 300 mL体積の容器へ移し互いに触れないようにして
並べた。その後鋳型に付着しない様にしてシランを 10 µL 滴下し、容器はパラ
フィンフィルムで覆い 3時間以上静置した。 
5. PEGDM，TEGDMの 5 mLに対し、硬化開始材である HMP（2-Hydroxy-2-
methylpropiophenone）を 100 µL 溶解する。 
6. ペレット作製の為、HMPを溶解した PEGDM 2 mL に対し MilliQ水を 8 mL（1：4
の割合）で混合しこれを P20 溶液とする。デシケーター内で TEGDM,P20 溶液を
減圧し 30分間脱気後、P20溶液 1 mLに対しヒト組換えインスリン 100 mg を混
合したインスリン徐放性ペレット作成用調製液を作った。 
7. 作製した鋳型凹に TEGDM 400µL をキャストし、押し型凸を重ねて 40 秒間紫外
線（365 nm, 強度 11.6 mW/cm2）照射して硬化した（図 8）。 
8. 平面鋳型に手順 6 で作成したリザーバーのマイクロポア（徐放）面を押し付け
た後、リザーバー内に手順 5 で作製したペレット調製液 350 µL をキャストし
40秒間紫外線照射した（365 nm, 強度 11.6 mW/cm2）。 
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9. 平面鋳型の中心に TEGDM 150 µL をキャストし、手順 7 で得たペレットを含有
するリザーバーの非徐放（ペレット）面を TEGDM 上に押し付けて、240 秒間紫




 デバイスを、クレモフォール 4％を含有する PBS 10 ｍL中に、37 ℃、湿度 90%で
インキュベートした。インスリンの濃度が飽和しないように定期的に内容液を新しい




合液でセットし、15分かけて 20：80（v/v）になるように 1 mL/分の流速で流した。











 8週齢、体重 200〜250 g のオスの Sprague Dawley ラット（SLC）を使用した。試験
の概要を表 1に示す。 
高血糖状態のモデルラットを作製するため、0.05 M クエン酸ナトリウム緩衝液
（pH4.25）にストレプトゾトシン（STZ;和光純薬）を溶解した STZ 溶液 3 ㎎/mL を
60 mg/kgで空腹時ラットの腹腔内に注射した。 
Streptozotocin（STZ）は投与することで、膵臓ランゲルハンス島β細胞において、
活性酸素種（reactive oxygenspecies, ROS）産生を惹起し細胞死を誘導する 24,25)。
これに伴いインスリン分泌が阻害されることで、高血糖がもたらす影響を検討するこ
とに有用なモデルである。 
STZ投与から 1週間後、血糖モニタリングシステム（Glucose Pilot、Avantor Biotech、
Radnor）を使用し尾静脈から血液を採取し、血糖値を測定した。血糖値が 300 mg/dL 
以上のラットを高血糖状態とみなし、実験に使用した 26）。 
ラットを塩酸ケタミン（90 mg/kg）および塩酸キシラジン（10 mg/kg）で全身麻酔
した後、腹側を約 2 cm 切開し皮下ポケットを作り、デバイスのインスリン徐放面が
皮下に付くようにしてポケットに入れ、切開部を縫合した。 







  デバイス埋植からそれぞれ 1週間毎に、Glucose Pilot を使用し尾静脈から血糖
を測定した。エサを 3 時間抜いて、空腹時血糖を測定した。同時に体重を測定した。 
 
3．2. 3． 網膜電図 



















（FHC-HPS RM25906；室町機械）を用いて 37 ℃で保温した。a波の振幅はベースライ






RNAの抽出には RNeasy Plus Micro Kit（Qiagen,）を使用した。 
デバイス埋植から 4および 8週目の眼球を摘出後、網膜を丁寧に剥がした。これを
Kit付随の Buffer RLT：メルカプトエタノール＝100：1溶液中に入れ、バイオラプタ
ーで充分に破砕した。Kit を使用し RNA を抽出後、SuperScript® Ⅲ First-Strand 
Synthesis SuperMix（Invitrogen,Tokyo,Japan）を使用し逆転写反応を行い、cDNAを
作製した。 
 作製されたラット網膜の cDNAを用いて、RT-PCR を行った。LightCycler FastStart 
DNA Master SYBR Green I 試薬（Roche）と、プライマーは PKC-β,γ,Caspase-3,VEGF
の 4種を使った。選んだ理由は後述する。 
PCR 反応の条件は熱変性（95 ℃,10 秒）、アニーリング（60 ℃,10 秒）、伸長反応
（72 ℃,10秒）を45サイクル繰り返した。LightCycler装置（Roche, Meylan, France）
で計測されたデータは全て内在性対照のの GAPDH 発現レベルに合わせて比較し、比較
Ct法によって相対的発現レベルを得た。 
 図 9は高血糖に影響を受ける網膜内遺伝子発現を示している 27）。これらの遺伝子発
現を先んじて評価した結果、プロテインキナーゼ C（protein kinase C:PKC）-β,γ, 
Caspase-3, VEGF において発現の上昇が確認できたので、この 4つに絞って評価を行
った。 
糖尿病網膜症に関与する代表的な糖代謝異常として、ポリオール代謝経路の亢進、
後期終末糖化産物（advanced glycation end products : AGEs）の蓄積、内因性ジア
シルグリセロール（diacyl-glycerol : DG）の産生増加に伴う PKCの活性化、および












3．2. 5． 組織学的評価 
デバイス埋植後、デバイス周囲の皮膚組織を採取し 4％パラホルムアルデヒド（和
光純薬）に 4 ℃で 24時間浸した。その後、組織をパラフィンワックス中に包埋し、
切片（厚さ 5 µm）を作製、ヘマトキシリンおよびエオシン(HE)で染色した。撮影は光
学顕微鏡（BZ9000; Keyence）で行った。面積の定量は Keyence の BZ-Ⅱ画像解析ア
プリケーションを用いた。 
 
3．2. 6． 免疫染色 
 網膜組織を免疫蛍光法によって調べた。網膜組織を準備するため、デバイス埋植か
ら 4週間後、デバイス埋植ラットを 4% paraformaldehyde-PB(pH7.4)固定液で灌流固
定し、眼球を摘出し同固定液で 4 ℃で 2時間程度固定した。実体顕微鏡下で慎重に角
膜を除去した後、同固定液内（4 ℃）で一晩固定した。網膜を傷つけないよう水晶体
を取り除いた後、10%，20％，30%のスクロースを含む 0.1M PB（pH7.4）でそれぞれ 2
～4 時間程度段階的に置換し、OCT compound（Sakura,Zoeterwoude）と 30％ スクロ
ース in 0.1 M PB(pH7.4)を 1:2の割合で混合した溶液内で、さらに 4 ℃で一晩置換
した。その間、バイオスピンを使用してゆっくりと撹拌を行った。1:2 diluted OCT 
compoundに包埋してエタノール-ドライアイス中で凍結し、8 µmの厚さで組織切片を
作製した。 
切片を作成後、切片を 10分ずつ 3回に分けて PBSTで洗い、ブロッキング血清（PBS
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中 0.5%ウシ血清アルブミン［BSA］,0.1%トリトン X-100）中で 2時間室温で固定した。
それを洗浄後、PBSに一次抗体を添加し 4℃で一晩静置した。免疫染色には GFAP（1:400、
マウスモノクローナル；SIGMA）を使用した。翌日、一次抗体を PBSTで洗い、そして
1：200 に希釈した対応する二次抗体を添加し室温で 4 時間静置した。二次抗体には








第 4章 結果  
4．1． デバイスの in vitro 徐放性 
デバイスの in vitro 徐放結果を図 10に示す。カプセルで覆われていないペレット
のみでは、2 週間以内に放出のバーストを示したが、カプセル化されたデバイスは 4
週間にわたって一定の徐放速度を示した。回帰直線の傾きから推定される放出速度は、










図 12は STZ投与から 4 及び 12週後の膵臓の HE 染色画像である。面積を定量したと
ころ、図 13から STZを投与していない健常無処置群（STZ-）の膵臓に対し、STZを投




















れ 79 日間、72 日間にわたって体重に有意差があった。デバイスで血糖の上昇を抑え
ることで、健常無処置群と同等の健康を維持できることが示唆された。図 16は、8時
から 17 時にかけて 10 時間連続して測定した血糖値を示している。ST デバイス処置
群は、埋植から 3日目は STZを投与していない健常無処置群より血糖値が有意に低い




 図 17-A1,2,3は、それぞれデバイス埋植から 4、8、12週間後の代表的な暗順応 ERG
波形を示している。ERG は光刺激開始時を 0とし、約 30 msec 後に現れる負の極点を
a波、その後に続く小さな 3～4個の振動を律動様小波といい、その後に現れる正の極
点を b波と呼ぶ。0から極点までの時間を潜時、振幅を感度とし、a波、b 波の光感度
（図 17-B）と潜時（図 17-C）を光刺激の強度毎にグラフで表した。 
光刺激は図 17-B1,5,C1,5 が-1.523 log（cd×seconds / m2）、図 17-B2,6,C2,6 が-
0.523 log（cd×seconds / m2）、図 17-B3,7,C3,7 が 0.477 log（cd×seconds / m2）、
図 17-B4,8,C4,8が 1.477 log（cd×seconds / m2）となっている。 






























第 5章 考察 
本研究は、デバイスを作成し、高血糖ラットに対するデバイスの評価と網膜機能
への影響を検討した。インスリンの徐放化方法として、これまで当研究室が検討し















が一定になったと考えられる。デバイスからの 1 日当たりの放出量は約 14.7 単位で
あったが、血糖値が正常な人間のインスリン基礎分泌が 18-32単位/日とされている
ことから、デバイスは基礎インスリン分泌量に近い放出を示していた。インスリン
ポンプを使用している 1 型糖尿病患者の基礎インスリン必要量は 1日の総インスリ
ン量の 30%程度であるという報告がある 27)ことから、本デバイスを人に応用した場
合に基礎インスリンを補助することが期待できる。 










のインスリン放出が 30 日で終わったことを示している。また in vitro放出の期間
と一致していたことから、生体内でも問題なくデバイスが機能していたことが示唆









































したのではないかと考えられる。ただし PKC-β1 および VEGFの発現の抑制には至ら
なかった。より詳細な網膜の遺伝子発現を評価し、インスリンの長期持続投与の影
響を評価する必要がある。 
次に網膜薄切標本の GFAP 免疫染色を行った。GFAP は網膜ストレスを示唆する指標






















第 6章 結論 
 STZ誘発糖尿病ラットにインスリン持続放出デバイスを埋植し、血糖値の長期コン
トロールを実証した。このデバイスは、持続性高血糖刺激による網膜内の PKCシグ
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図 11 皮膚組織 
1：x2 全体, 2：x20 非徐放面, 3：x20 徐放面, バー：400μm 
デバイス処置群（A、C）, プラセボ処置群（B、D）, デバイス埋植から 4 週間後のラ





































* P <0.05, ** P <0.01：インスリン-DDS（STZ +）対プラセボ-DDS（STZ +）, †P 
<0.05, ††P <0.01：インスリン-DDS（STZ +）対非治療（STZ +）, ‡P <0.05, ‡










* P <0.05, ** P <0.01：インスリン-DDS（STZ +）対プラセボ-DDS（STZ +）, †P 
<0.05, ††P <0.01：インスリン-DDS（STZ +）対非治療（STZ +）, ‡P <0.05, ‡






図 16 連続して測定した血糖の変化 
デバイス処置群[インスリン-DDS（STZ +）]、無処置群[STZ +]による STZ 誘発高血
糖ラット、無処置の健常群[非処理（STZ-）]をの連続した血糖値の変化。無処置の
健常群[非処理（STZ-）]をコントロールとして使用した。 








図 17 ERG 結果 










（C）（B）と同じ条件での a-波（C1）および b-波（C2）の潜時の平均。* P <0.05、
** P <0.01：insulin-DDS（STZ +）対 placebo-DDS（STZ +）; †P <0.05、††P 
<0.01：insulin-DDS（STZ +）対 Nontreated（STZ +）。 ‡P <0.05、‡‡P <0.01：







図 18 RT-PCR 結果 
PKC-γ（A）、PKC-β1（B）、VEGF（C）、およびカスパーゼ 3（D）デバイス処置群
（STZ +）、プラセボ処置群[Placebo-DDS（STZ +）]、無処置群[Non-treated（STZ 
+）]、無処置の健常ラット群[Non-treated（STZ-）]をコントロールとして使用し





図 19  免疫染色結果 








In vivo試験 概要     
















＋ 無処置 5 











＋ 無処置 8 
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